



















































































the  beginning  of  a  friendship  built  around  lures,  gunpowder,  burgers  and  beer;  that  in  spite  of  our 












































en  funcionamiento  su  laboratorio  y  pagarles  el  salario  a  sus  doctorandos.  Al  Dr.  Garvin  puede 
encontrárselo en congresos científicos o escribiendo subsidios en su oficina. Jeff en cambio, es el chico 
curioso de  la clase que se entretiene  jugando en el  laboratorio donde entre otras cosas mantiene una 
pecera para hacer experimentos con branquias, o un flourómetro como trofeo que fabricó con una caja 
de  cartón, un polígrafo  y un  tubo  fotomultiplicador. Ambos,  Jeff  y  el Dr. Garvin,  fueron participes  e 
impulsores de mi crecimiento como científico, y es a ellos a los que quiero agradecer en primer lugar. 
En  segundo  lugar,  quiero  agradecer  al Dr.  Fernando Dominici  quien  en  su  desempeño  como 
consejero de estudios  soportó  tener que  leer  varios borradores de esta  tesis, algunos escritos en un 
lenguaje  indescifrable  que  no  dudo  le  produjeron  dolores  de  cabeza.  Fernando  se  extralimitó  en  su 
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riesgo que más  contribuyen  a  la  reducción de  la  vida productiva de  las personas  y  a  retiros 
anticipados por  invalidez11. Así,  la HTA y  las dietas ricas en sodio constituyen problema global 
tanto a nivel de salud humana como económico. 




Tucumán, Corrientes, Chaco, Mendoza  y Neuquén12. Además,  la prevalencia de  la HTA en  la 
Ciudad de Buenos Aires presenta valores mayores que otras grandes urbes de Latinoamérica13. 
El estudio CARMELA (Assessment Of Cardiovascular Risk In Seven Latin American Cities)  indicó 
que  la prevalencia de HTA entre  individuos de con edades entre 25 y 64 años en  la Ciudad de 
Buenos Aires asciende a un 37,7 % en hombres y un 21,7 % en mujeres13. A pesar de esto, los 
















además acciones  indirectas  regulando  la  secreción de aldosterona y péptido natriurético 
atrial (ANP) y la hemodinámica renal. De esta manera, hay una estrecha relación entre las 
acciones renales de la Ang II, el balance hidrosalino. Aumentos anormales en la actividad del 
SRA promueven  la  retención de Na+ y agua, con el consecuente desarrollo de  la HTA. La 
importancia del SRA en el desarrollo de la HTA en los seres humanos, se refleja en el número 
de fármacos utilizados para reducir la presión arterial, que tienden a bloquear sus efectos18, 





Charles‐Edouard  Brown‐Sequard  de  la  universidad  “Le  Sorbonne”  en  Francia  postuló  la 
existencia  de  hormonas.  Los  experimentos  de  Brown‐Sequard  consistían  en  evaluar  los 
efectos de la remoción de órganos endocrinos y/o de la inyección de concentrados de tejidos 
animales  en  otros  animales  vivos19,  20.  Siguiendo  esa  línea  de  investigación,  Robert 
Tiegerstedt, profesor de fisiología del “Karolinska Institute” en Suecia, reportó en el año 1898 
que  la  inyección de extractos de  la  corteza  renal elevaba  la presión  arterial en  conejos. 
Tiegerstedt  denomino  “renina”  a  la  substancia  responsable  de  este  efecto21‐23.  Los 
resultados de Tiegerstedt no fueron debidamente apreciados por decadas hasta que en el 
año 1933 Harry Goldblatt y sus colegas de  la “Western Reserve University” en Cleveland 
EEUU,  reportaron  que  la  constricción  de  la  arteria  renal  en  perros  producía  aumentos 





















Norman,  P.  Shumway  del  “Veteran  Administration  Hospital”  en  Cleveland  EEUU  postuló  la 
existencia de diferentes formas de angiotensina34.  
La intensa investigación continua al presente35, y hoy sabemos que tras sucesivos procesos 





El  SRA es uno de  los principales  sistemas hormonales envueltos en  la  sensibilidad de  la 
presión arterial a la ingesta de sal.  
Modelos animales de infusiones de Ang II, han sido largamente utilizados para el estudio del SRA 
y  de  la  hipertensión  asociada  a  su  aumento  de  actividad.  Cuando  Ang  II  es  infundida 
crónicamente en animales de experimentación, dos respuestas hipertensivas pueden observarse 




























angiotensinógeno,  el  SRA  puede  dividirse  en:  1)  sistémico  o  tradicional,  en  el  que  el 
angiotensinógeno  se  produce  en  el  hígado  y  alcanza  la  circulación,  y  2)  tisular  en  donde  el 
angiotensinógeno de produce en diferentes tejidos y se  libera  localmente, el cual se detallará 
más adelante. 
La  producción  hepática  de  angiotensinógeno  está  regulada  a  nivel  transcripcional,  y  la 
proteína  se  secreta  al  torrente  sanguíneo  de  manera  constitutiva.  La  vida  media  del 
angiotensinógeno  circulante  es  de  16  horas,  y  sus  niveles  plasmáticos  están  determinados 











































bradiquinina.  Se  conocen  dos  isoformas  de  ECA,  1  y  2  las  cuales  presentan  diferente 
especificidad de sustrato42. 
La nefrilisina (NEP) es una endopeptidasa neutra localizada en el túbulo proximal y otros 








El  octapéptido  Ang  II  es  el  principal  efector  del  SRA,  y  actúa  a  través  de  dos  tipos  de 
receptores,  los AT1  y  los  receptores  de  angiotensina  de  tipo  2  (AT2).    Entre  los  efectos  del 
receptor AT1 se incluyen en diferentes órganos y sistemas se destacan: 1) Sistema cardiovascular: 
vasoconstricción, aumento de  la presión arterial, aumento del  inotropismo cardíaco, y efectos 
hipertróficos vasculares y miocárdicos; 2) Riñón: aumento de  la  reabsorción  tubular de Na+ y 
fluidos  (ver más adelante), vasoconstricción e  inhibición de  la secreción de renina; 3) Sistema 
nervioso  simpático:  aumento  de  la  secreción  de  Noradrenalina;  y  4)  Corteza  suprarrenal: 
incremento de la síntesis y secreción de aldosterona18. Por el contrario, entre los efectos de la 
activación del receptor AT2 se destacan los vasodilatadores, antiproliferativos y la reducción en 






la  reabsorción de Na+ y  la secreción de K+ en el  túbulo colector. Si bien  la aldosterona no se 
relaciona directamente con el presente Trabajo de Tesis, es un efector  importante del SRA al 














es un  ligando de ubiquitina que contribuye a  la  internalización del canal epitelial de Na+ 
(ENaC),  por  lo  tanto,  su  inactivación  lleva  a  una mayor  expresión  apical  de  ENaC.  En  el 
mediano  y  largo  plazo,  SGk1  releva  la  represión  del  gen  de  ENaC  incrementando  su 






SRA  intrarenal45,  a  pesar  de  ser  el  hígado  es  el  principal  órgano  productor  de 
angiotensinógeno renal y sistémico46. De hecho, una elevada concentración de Ang II en la 
circulación sistémica, se asocia con la acumulación de péptidos de angiotensina en el riñón, 












para  favorecer  la reabsorción de agua por segmentos más distales de  la nefrona. Esto se 
logra  mediante  un  mecanismo  multiplicador  en  contracorriente,  que  utiliza  de  la 
permeabilidad  selectiva  al  agua  y  el  transporte  activo  de  solutos.  El  filtrado  primario 



















transporte  activo,  asociado  a  la  actividad  de  la  bomba  Na+/K+‐ATPasa  presente  en  el  lado 
basolateral. El detalle de  los procesos de  transporte en  la RAG se explica en  las secciones de 
Transporte Apical en la RAG y Transporte Basolateral en la RAG. 




La  impermeabilidad al agua de  la rama ascendente del asa de Henle está asociada con  la 
permeabilidad del asa descendente. De manera que a medida que el agua se extrae de la luz del 
asa descendente, el fluido luminal se concentra en NaCl, que luego es reabsorbido en la RAG, lo 












Figura  2: Mecanismo  de  concentración  de  orina  en  el  asa  de Henle  funcionando  en  condiciones  de 
antidiuresis. El ultrafiltrado proveniente del túbulo proximal llega a la rama descendente con una osmolaridad 
de  ~300 mOsm/L. Gracias  a  la  presencia  de  AQP1  y  al  gradiente  osmótico  debido  a  la  hiperosmolaridad 
medular, el agua fluye de la luz luminal al espacio intersticial, para ser recolectada y extraída por la vasa recta 
(representada en rojo a la izquierda). en la transición desde la rama estrecha descendente a la rama estrecha 
ascendente,  la osmolaridad del  fluido  luminal mayor  a 1000 mOsm/L,  similar  a  la del  intersticio.  La  rama 
estrecha  ascendente,  presenta  alta  permeabilidad  al NaCl  e  impermeabilidad  al  agua,  por  lo  que  el NaCl 




















terminales  de  localización  citoplasmática53‐55. Mediante  splicing  alternativo  del  exón  4,  que 
codifica para el segundo segmento transmembrana, se producen tres isoformas diferentes: A, B 
y F. Estas isoformas varían inversamente en la capacidad de transporte de solutos y en la afinidad 



























anhidrasa  carbónica 2  citosólica. KCC4:  cotransportador de K+‐Cl‐ de  tipo 4. CLC‐K1, CLC‐K2:  canales de Cl‐ 









La  regulación de  la actividad del NKCC2 es  compleja e  involucra diferentes mecanismos, 
entre ellos que se destacan el tráfico de membrana y el grado de fosforilación, los cuales están 
relacionados y funcionan en conjunto53, 61‐64.  
El  tráfico  de  membrana  regula  la  actividad  del  NKCC2  modulando  el  número  de 
transportadores en la membrana apical por medio de la regulación del balance entre endocitosis 
y  exocitosis.  Estudios  de marcación  con  biotina  realizados  en  RAG  de  ratas  indican  que,  en 




mantiene  relativamente  constante  a  expensas  de  una  continua  inserción  y  recuperación  de 
transportadores.  La  velocidad  de  recambio  del  NKCC2  en  la  RAG  es  de  aproximadamente 
1%/min67, 68. 





Debido  a que  la  concentración  luminal de Na+ es mayor que  la de K+  y  a que el NKCC2 
transporta ambos iones en una proporción equimolar, la reabsorción continua de Na+ requiere 











ROMK  con  conductancias aproximadamente 30  y 70 pS82,  83, de  los  cuales el primero  se 
expresa de manera constitutiva y el segundo en respuesta a dietas elevadas en K+ 83. 
El reciclado de K+ mediante los ROMK es esencial para mantener el potencial positivo 







concentración,  gracias  a  la  presencia  de  anhidrasa  carbónica  intracelular  y  luminal  y  de 
NHEs88 (Figura 3). Los NHEs intercambian Na+ y H+ en una estequiometria de 1:1, por lo que 
son  electroneutros.  Poseen  10  o  12  hélices  que  transmembrana  y  un  extenso  dominio 
citoplasmático carboxilo terminal. Las isoformas NHE2 y ‐3, codificadas por los genes Slc9a2 
y  Slc9A3,  se  expresan  en  la membrana  apical  de  la  RAG  en  ratas  y  ratones89‐91  y  están 
involucradas en  la  reabsorción de NaHCO3 en estas especies. En otras especies  como el 
conejo,  la membrana apical de  la RAG no evidencia ninguna tinción de NHE392,  lo cual es 
consistente con la ausencia de reabsorción de HCO3‐ en la RAG de dichos animales. Estudios 
en túbulos proximales indican que NHE3 es regulado por fosforilación de los residuos de Ser 















presenta principalmente  las subunidades α1 y β1  (codificadas por  los genes Atp1a1 y Atp1b1 
respectivamente)  en  cantidades  equivalentes99,  100.  La  subunidad  α  tiene  8  dominios  de 
transmembrana101  y  regiones  amino‐  y  carboxilo‐  terminales  citoplasmáticas101  y  una masa 
molecular de 112  kDa98. Esta  subunidad posee  los  sitios de unión  a  sustratos  y de  actividad 
catalítica102, 103.  










fosforilación de  la Na+/K+‐ATPasa  (dependiente de AMPc) aumenta  la actividad de  la enzima, 
aunque no se conoce el residuo afectado111. En el túbulo proximal, la Na+ /K+‐ATPasa también es 




Mediante  estos  canales,  se  transporta  cerca  del  50%  del  Cl‐  necesario  para  mantener  la 
reabsorción  de  NaCl,  impulsado  por  el  voltaje  intracelular  negativo  de  ‐40  a  ‐70 mV.  Dos 
isoformas,  CLC‐K1  y  CLC‐K2,  se  expresan  RAG112.  Dichos  canales  están  compuestos  de  697 
residuos  de  aminoácidos  con  una  masa  molecular  de  75  kDa113,  114.  Poseen  12  dominios 










isoformas de KCC  (KCC1, KCC2, KCC3, KCC4), de  las  cuales  solo KCC4  se encuentra en  la 
RAG119 (Figura 3).  La secuencia proteica de los KCC contiene 12 dominios transmembrana120. 
Las  isoformas  KCC  comparten  una  amplia  región  hidrofóbica  flanqueada  por  dominios 
amino‐  y  carboxi‐  terminales  citoplasmáticos de naturaleza hidrofílica121,  122. El  cDNA del 














de  transporte  depende,  en  última  instancia  de  las  proteínas  presentes  en  la  uniones 
















La ADH  estimula  la  translocación  del NKCC2  desde  el  citosol  hacia  la membrana  apical. 
Estudios  in  vivo  en  ratones  indican  que  el  análogo  de  vasopresina,  (deamino‐Cys‐d‐Arg 
vasopresina), estimula  la  fosforilación del NKCC2 en residuos de  tirosina amino‐terminales,  lo 
cual se correlaciona con un aumento en el número de cotransportadores NKCC2 en la membrana 
apical con respecto a los niveles basales66. 




mecanismo que  involucra su unión al receptor de vasopresina de tipo 2  (V2), activación de  la 
cascada AMPc‐PKA (Figura 4) y aumento de la fosforilación del NKCC2 y posterior inserción de 










terminadas en  flechas  indican estimulación y  las  líneas  terminadas en  “T”  inhibición.  Las  líneas punteadas 












El  NO  es  un  radical  libre  altamente  difusible  producto  de  la  acción  de  enzimas  óxido‐
reductasas  sobre  la  L‐arginina  y  el  oxígeno137.  Estas  enzimas  se  conocen  como  óxido  nítrico 
sintasas  (NOSs) y pertenecen a una  familia que contiene  tres  isoformas,  la neuronal  (NOS1 o 
nNOS), la inducible (NOS2 o iNOS) y la endotelial (NOS3 o nNOS)138‐140. Las distintas isoformas de 
NOSs presentan una homología mayor al 55 % y son codificadas por los genes homónimos Nos1, 
















En  la RAG, se expresan  las tres  isoformas de NOS (NOS1, 2 y 3)145, y el sustrato común L‐
arginina estimula la producción de NO y reduce el transporte en RAGs de ratón aisladas146. Este 














y ROMK4.  Sin  embargo,  tanto  el bloqueante de NHE3  amilorida  como  el  aumento de  la 
permeabilidad al K+ utilizando ionóforos, tienen un impacto mínimo sobre la magnitud de la 




consumo  de  oxígeno  (QO2),  un  indicador  de  transporte  activo,  a  diferentes  [Na+] 













de AMPc. Así,  se demostró que  los  inhibidores de PDE2  como el KT5823, disminuyen  la 





membrana y resistente a PDE2)  la L‐arginina no ejerce un efecto  inhibitorio en  la reabsorción 
neta de Cl‐. 




























































responsables de entre un 10  164, 165 y un 40%  162 del  total de O2‐ producido en respuesta a  la 




Además  de  este mecanismo,  el O2‐  reduce  la  biodisponibilidad  de NO,  dañando  así  una  vía 
inhibitoria144 (Figura 6). 




que  se  encuentra  en  la membrana  basolateral  es  de  tipo  1,  sin  embargo,  eso  aún  debe  ser 
investigado.  Finalmente,  el O2‐  generado mediante  hipoxantina/xantina  oxidasa  no  afecta  la 
actividad  de  la  Na+/K+‐ATPasa,  pero  induce  una  leve  inhibición  de  la  conductancia  de  la 
membrana apical169.  
Aunque  hay  un  consenso  general  en  torno  al  efecto  estimulante  del  O2‐  derivado  del 






Figura  6:  Vías  de  señalización  del  anión  superóxido  (O2‐)  en  la  rama  gruesa  ascendente.  Las  líneas 







Originalmente,  la  isoforma NOX2 y  la subunidad p47phox fueron  identificadas como  la 
fuente principal de O2‐ en este segmento163. Se demostró además que la disrupción del gen 
que  codifica  para  la  subunidad  p67phox  de  la  NOX2,  disminuye  la  producción  de  O2‐ 
dependiente de NADPH oxidasa en  la médula renal de ratas Dahl sensibles a  la sal, y que 
además  disminuye  la  elevación  de  presión  en  dichos  animales171.  Por  el  contrario,  se 




dependiente  de  NOX4  e  independiente  de  NOX2162,  165,  172.  Parte  de  la  discrepancia  en  los 
hallazgos,  pueden  deberse  a  limitaciones  en  las  técnicas  de medición  empleadas,  que  solo 
miden a nivel general la disponibilidad de O2‐. De todos modos, la redundancia de la cascada O2‐
/PKC/NADPH/ O2‐ 165  sugiere que los mecanismos que regulan la actividad de las isoformas NOXs 





















en el  riñón182. Sin embargo,  in vivo,  la Ang  II puede  inhibir o estimular  la  reabsorción de Cl‐, 









Figura  7:  Vías  de  señalización  de  la  angiotensina  (Ang)  II  en  la  rama  gruesa  ascendente.  Las  líneas 














183. Respecto a  los efectos del receptor AT2 sobre  la velocidad de transporte en en  la RAG se 
detallan en la literatura tanto efectos nulos181 como inhibitorios184. 





involucra  al  receptor  AT2184,  185.  Este  efecto  es  dependiente  de  la  enzima  Akt,  ya  que  la 
preincubación de los túbulos con un inhibidor de Akt previene la síntesis del NO inducida por Ang 
II, así como  la fosforilación de NOS3  inducida por Ang  II en  los residuos de Ser 663 y 1177185. 




la  formación  de  derivados  del  ácido  araquidónico.  El  20‐HETE,  sintetizado  por  las  enzimas 
citocromo  P450‐omega  hidroxilasas187,  inhibe  el  transporte  de  NaCl  a  través  de  diversos 
mecanismos.  Inicialmente  se demostró que el 20‐HETE disminuye  la absorción de  86Rb+  (una 
medida de actividad de NKCC2) en suspensiones de RAGs de conejo188, efecto que fue inhibido 
por furosemida189. Estos resultados indican que el 20‐HETE inhibe al NKCC2. Además, el 20‐HETE 



































las  células  vasculares endoteliales194,  195.  Sin embargo,  sus efectos dependen del  tipo de 
receptor  al  que  se  une.  Existen  dos  receptores  de  endotelina  en  humanos:  ETA 
(predominantemente  en músculo  liso  vascular  y  en miocitos)  y  ETB  (más  abundante  en 
células  endoteliales  y  túbulo  renal)196.  Los  receptores  ETA  y  ETB,  suelen  tener  efectos 
antagónicos. El papel de la ET‐1 y el receptor ETB en el transporte y la reabsorción de Na+ se 






Figura  8:  Vías  de  señalización  de  la  endotelina‐1  (ET‐1)  en  la  rama  gruesa  ascendente  (RAG).  Las  líneas 
terminadas  en  flechas  indican  estimulación  y  las  líneas  terminadas  en  “T”  inhibición.  Las  líneas  punteadas 









desempeña  un  importante  papel  regulador  del  transporte  en  la  RAG200.  En  RAG  aisladas  y 












aún. En particular,  si bien  la RAG expresa  tanto  receptores de glucocorticoides  como de 
mineralocorticoides, los bajos niveles de la enzima 11ß hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 
2,  la  cual  inactiva  a  los  glucocorticoides  y  brinda  selectividad  a  los  receptores 
mineralocorticoides,  sugiere  que,  en  este  segmento  la  actividad  glucocorticoide  estaría 
favorecida por sobre la aldosterona204, 205.  
La  escasa  información  disponible  hasta  el  momento,  indica  que  la  aldosterona 
disminuye la reabsorción de HCO3‐ mediante la inhibición de la actividad de NHE3 a través 
un  mecanismo  no‐genómico  dependiente  de  ERK1/2206‐208.  Sin  embargo,  la  relevancia 




































1. Estudiar  la  participación  de  la  RAG,  en  el  desarrollo  de  la  patología 
hipertensiva inducida por Ang II. 
























































de  sodio  monobásico,  sulfato  de  magnesio,  citrato  de  sodio,  lactato  de  calcio,  cloruro  de 
magnesio,  vanadato  de  sodio,  EGTA,  EDTA,  dimetilsulfóxido  (DMSO),  DL‐alanina,  L‐arginina, 
dodecil sulfato de sodio (SDS), igepal, ouabaína, antipaína, aprotinina, leupeptina, quimostatina, 


















































fueron  sacrificados mediante  la  creación  de  un  neumotórax  y  perforación  cardíaca.  Para  la 






































vena  cava  y  la  vejiga  y  luego  se  infundieron  40 ml  de  solución  salina  conteniendo  2,5 
unidades/ml heparina y 0,1% de colagenasa I, a razón de 10 ml/min. Una vez perfundidos, 
los riñones fueron extraídos y cortados en cortes coronales. La franja interna de la médula 





















la  hidrólisis  de  los  grupos  acetato  del  fluoróforo  para  atraparlo  intracelularmente  por  la 
generación de 4 cargas negativas. Durante este período, los túbulos fueron agitados, enjuagados 
y oxigenados cada 5 min. Luego del enjuague final la suspensión de RAG fue transferida a una 
























para  determinar  proteínas.  La  diferencia  en  la  pendiente  en  el  incremento  en  la  [Na+] 
intracelular antes y después de la adición de ouabaína, representa la actividad de la Na+/K+‐





Figura  10:  Trazado  de  dos  experimentos  representativos,  mostrando  el  efecto  de  la  ouabaína  sobre  la 












mantenida  a  37  °C mediante  un  baño  termostático.    Rápidamente  se  inyectaron  0,6 ml  de 
suspensión en  la  cámara del monitor de  tensión de oxígeno YSI 5300, a 37  °C  con agitación 







midió  la pendiente de QO2. Seguidamente  se agregó ouabaína y  la pendiente de QO2  se 
medió nuevamente. Finalmente, los túbulos fueron recuperados para determinar proteínas. 
La diferencia en la pendiente entre los períodos anterior y posterior al agregado de ouabaína, 








































fosfato  a  partir  de  ATP.  La  reacción  se  inició  mediante  la  adición  de  bis‐TRIS‐ATP 
(concentración final 6 mM), y se detuvo a los 10 min utilizando ácido tricloroacético al 20 %. 
La  cantidad  de  fosfato  liberado  se  determinó mediante  el método  de  Fiske‐Subarrow. 





























utilizadas  inmediatamente, en ningún  caso  se  recurrió  al  congelamiento  y uso posterior.  Las 
muestras se solubilizaron mediante el uso de una solución conteniendo detergentes en presencia 
de inhibidores de proteasas (y fosfatasas para análisis de fosforilación, cuando correspondiese). 
Se  estimó  el  contenido  proteico,  y  las muestras  fueron  diluidas  nuevamente  con  buffer  de 
solubilización  a  una  concentración  aproximada  de  1µg/µl,  y  se  dejaron  reposar  sobre  hielo 
durante  10  min.  Luego,  los  extractos  fueron  centrifugados  (12000  x  g  ‐  4  ºC  ‐  5  min) 
recuperándose el sobrenadante. Se midió la concentración proteica en los sobrenadantes y las 
muestras  fueron  diluidas  según  correspondiese.  Alícuotas  del  grupo  control  y  experimental, 
conteniendo  cantidades  iguales  de  proteínas,  fueron  separadas  por  la  técnica  de  SDS‐PAGE, 
utilizando  geles  de  poliacrilamida  al  7,5 %(P/V)  (Bio‐Rad Mini‐Protean  TGX  Stain‐FreeTM  gels). 
















secundario  marcado  con  peroxidasa  de  rábano  picante  (HRP)  se  detectó  mediante 
quimioluminiscencia utilizando el sustrato ECL y un film radiográfico. La digitalización de los 
films se llevó a cabo utilizando un escáner EPSON Expression 1680 con el software provisto 


























































fragmentos  de  rayos medulares  fueron  traspasados  a  una  placa  de  Petri  conteniendo 
solución  fisiológica y con  temperatura controlada a 4  °C bajo un esteromicroscopio, y se 
procedió a disecar manualmente túbulos de largo mayor a 0,5 mm. Finalmente, un túbulo 





















sujeto  entre  dos  pipetas  a  una  magnificación  de  10X.  B)  El  panel  de  la  derecha  muestra  un  experimento 








(Figura 14.B). Para evitar el  fotoblanqueo  y  la muerte  celular,  los  túbulos  fueron  iluminados 
durante 1 segundo a intervalos de 30 segundos. Bajo estas condiciones, se midió la fluorescencia 
basal durante 10 min y luego se aplicaron los tratamientos como se detallará a continuación y se 
procedió  a  medir  durante  otros  10  min.  Para  cada  túbulo,  se  definió  un  área  de  interés 
comprendiendo  un  perímetro  que  incluyó  una  sección  transversal  entera  del  túbulo  y  una 
longitud de aproximadamente 3/5 del  largo  total. Dado que  la unión del  fluoróforo a NO es 
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(50  nmoles)  fue  disuelto  diariamente  en  700  µl  de  solución  salina.  Luego  de  obtenidas  las 
suspensiones  de  RAGs,  dos  alícuotas  de  300  µl  conteniendo  aproximadamente  400  µg  de 
proteína cada una fueron oxigenadas e incubadas a 37°C durante 10 min en tubos de vidrio de 
10 ml. Luego a un tubo se le agregaron 0,3 µl de PIP3 más 10 µl de carrier y al otro DMSO y carrier 








La medición de  la producción del anión O2‐   por suspensiones de RAGs en respuesta a  la 
incubación con Ang II se llevó a cabo utilizando el reactivo lucigenina. Al reaccionar con el O2‐, la 







de agua caliente. Los valores de  luminiscencia  fueron  registrados a  intervalos de 4,8  seg 
usando el software FB12/Sirius V1.5 (Berthold, Zylux Oak Ridge, TN, EEUU). 
La solución stock de  lucigenina, fue preparada diariamente en agua en concentración 
final de 1 mM. Debido a  la gran sensibilidad a  la  luz que presenta  la  lucigenina, todos  los 









































condiciones  basales,  como  durante  la  estimulación  con  Ang  II,  es  calculado  mediante  la  sustracción  de  la 



























EEUU).    Las  diferencias  entre  grupos  se  analizaron  mediante  el  test  de  Student.  Los 
resultados  fueron expresados  como  la media aritmética ± el error estándar de  la media 
























Nuestra  primera  hipótesis  de  trabajo  es  que  “la  actividad  de  la  Na+/K+‐ATPasa  se 
encuentra aumentada durante el desarrollo de la patología hipertensiva en los modelos de 
infusión de Ang II debido a un aumento crónico en la entrada apical de Na+”. Para confrontar 






















3.1 Efectos de  la administración de Ang II por 7 días sobre  la Na+/K+‐ATPasa de  la 
RAG 
 
El  transporte  neto  de  Na+  en  la  RAG  se  encuentra  elevado  en modelos  hipertensivos 
dependientes de Ang II. Al igual que en otros segmentos de la nefrona, el transporte activo en la 
RAG depende de la generación de gradientes electroquímicos por parte de la Na+/K+‐ATPasa. Este 
transportador  se  encuentra  localizado  en  la  membrana  basolateral,  así  como  en  vesículas 
intracelulares. Sin embargo,  solo  los  transportadores expresados en  la membrana plasmática 






















de  la  Na+/K+/ATPasa  expresada  en  la membrana  plasmática  se  utilizaron  dos métodos 
diferentes: 











Figura  16:  Efecto  de  la  ouabaína  sobre  la  velocidad  de  aumento  de  la  [Na+]  intracelular  en  túbulos 








Se midió  el  efecto  de  la  ouabaína,  en  la  velocidad  de  QO2  en  suspensiones  de  RAGs 

























3.1.3.1 Constante  de  afinidad  por  el  Na+  en  túbulos  permeabilizados  por  shock 
hipotónico y congelamiento 
Se midieron las velocidades de hidrólisis de ATP bajo diferentes concentraciones de Na+ 
en  RAGs  permeabilizadas  por  shock  hipotónico  y  congelamiento.  Luego  se  realizó  una 




3.1.3.2 Constante  de  afinidad  por  el  K+  en  túbulos  permeabilizados  por  shock 
hipotónico y congelamiento 
Se midieron las velocidades de hidrólisis de ATP bajo diferentes concentraciones de K+ 










Figura  18:  Afinidad  de  la Na+/K+‐ATPasa  por  el  Na+.  Los  túbulos  fueron  permeabilizados mediante  shock 
hipotónico y congelamiento y se midió la capacidad hidrolítica a diferentes [Na+] mediante la medición de producción 







 Figura  19:  Afinidad  de  la  Na+/K+‐ATPasa  por  el  K+.  Los  túbulos  fueron  permeabilizados mediante  shock 
hipotónico y congelamiento y se midió la capacidad hidrolítica a diferentes [K+] mediante la medición de producción 

















3.1.3.3 QO2  sensible  a  ouabaína  con  la  [Na+]  intracelular  equilibrada  en  7,5 mM 
mediante el uso de nistatina 
Una vez determinada la k0,5 para el Na+, se procedió a medir el QO2 sensible a ouabaína 








Figura 20: Consumo de oxígeno  (QO2)  sensible a ouabaína, en  túbulos con una concentración de Na+ 
intracelular mantenida a 7,5 mM. Los resultados están expresados como porcentaje del QO2 en Vmax, obtenido 
a una [Na+] intracelular saturante para la Na+/K+‐ATPasa. El QO2 sensible a ouabaína respecto al Vmax fue de 54 
















Figura 21: Expresión de  la subunidad α1 de  la Na+/K+‐ATPasa en  lisados del segmento  interno de  la médula 










Primeramente,  se  realizaron estudios de expresión en  trozos de  franja  interna de  la 













Mediante  la  técnica de Western blot,  se determinó  la  expresión  total de  la Na+/K+‐
ATPasa, que  incluye  tanto  las bombas  localizadas en  la membrana plasmática,  como  las 
localizadas en vesículas intracelulares que no contribuyen al transporte transepitelial de Na+. 
Para  determinar  el  número  de  transportadores  expresados  en  la  superficie  celular,  se 
procedió a realizar estudios de unión de ligandos radiactivos. Los resultados presentados en 
la Figura 22 muestran que la infusión de Ang II no afecta la unión de 3H‐ouabaína, que es un 
















3.2 Efectos de  la administración  simultánea de Ang  II y dosis no natriuréticas de 
furosemida 














Para  investigar  si  la  infusión  de  una  dosis  no  natriurética  de  furosemida  afecta  el 
desarrollo de hipertensión en animales  infundidos con Ang  II, se midió  la presión arterial 
directa, mediante un catéter colocado en la arteria femoral de animales anestesiados. Como 





Para  investigar  si  la  infusión  de  dosis  no‐natriuréticas  de  furosemida  era  capaz  de 







Figura  23:  Efecto  de  la  ouabaína  sobre  la  velocidad  de  aumento  de  la  [Na+]  intracelular  en  RAGs 






































aumento  de  presión  tiene  una  pendiente mayor  y  relativamente  lineal.  Por  ello,  para 
confrontar nuestra hipótesis  se utilizaron  ratas Sprague‐Dawley macho de 5  semanas de 
edad. Los animales  fueron  infundidos de con Ang  II o vehículo, mediante el uso de mini‐
bombas osmóticas subcutáneas por  los períodos de 1 y 5 días. Finalizado este período se 
midió la presión arterial y se obtuvieron los preparados de RAG correspondientes, como se 
describe  en  el  capítulo  de Materiales  y Métodos.  En  estos  preparados  se  estudiaron  la 



























Para ver el desarrollo del modelo de hipertensión  inducida por Ang  II, se midió  la presión 
arterial directa, mediante un catéter colocado en  la arteria femoral de animales anestesiados. 













se  determinó  la  abundancia  de NOS3  en  suspensiones  de  RAGs mediante Western  blot 
utilizando un anticuerpo específico para la NOS3. No se hallaron cambios en la expresión de 


















quinasa  tiene  la  capacidad  de  fosforilar  el  residuo  Thr  495  de  la NOS3  que  resulta  en  una 
reducción en la producción de NO.  Para estudiar si la infusión de Ang II producía cambios en la 
fosforilación de la NOS3 en el residuo Thr 495, se utilizó un anticuerpo monoclonal específico que 




























































incubadas  con  PIP3  en  concentración  2,5  µM.  Los  datos  obtenidos  demuestran  que  la 


















mediane  Western  Blots.  Estos  experimentos  demostraron  que  las  RAGs  del  grupo  control 





















como  la  limitación  de  cofactores  o  del  sustrato  L‐arginina,  los  electrones  pueden  ser 
transferidos al oxígeno molecular lo cual origina la generación de O2‐ 212.  El equilibrio entre 
la producción de NO y  la generación de O2‐   puede además ser regulado por fosforilación 
mediante diferentes proteínas quinasas entre  las que se  incluye a  la PKC140, 185, 213, 214.   En 





la presente Tesis Doctoral,  indican que  las  infusiones de Ang  II afectan negativamente  la 
producción de NO, en parte mediante un aumento en la fosforilación del residuo de Thr 495 
de  la NOS3. Considerando estas evidencias, se planteó  la hipótesis que establece que “la 
estimulación de RAGs con Ang  II produce un  incremento en  la producción de O2‐ del cual 
participan las enzimas NOSs”. Para contrastar esta hipótesis se evaluó la contribución de las 
enzimas NOSs al  incremento en  la producción de O2‐ que ocurre en  la RAG,  luego de  la 

















sobre  la  producción  de NO  en  RAGs  aisladas.  Los  resultados  presentados  en  la  Figura  31.A 
muestran que la Ang II en concentración 10‐9 M generó un aumento significativo en la producción 
de NO dentro de los 5 minutos de tratamiento (P < 0.001; n = 9), mientras que concentraciones 















de  angiotensina  (Ang)  II  sobre  la  producción  de  NO  en  RAGs  aisladas.  Los  túbulos  fueron  disecados 
manualmente y sostenidos entre dos pipetas en un microscopio invertido de fluorescencia. La producción de 
















evaluaron  los efectos de  la Ang  II sobre  la producción de O2‐ en presencia o ausencia del 
inhibidor general de NOSs L‐NAME o y en exceso del sustrato general de NOSs L‐arginina.  
Los  resultados  presentados  en  la  Figura  32  demuestran  que  las  NOSs  contribuyen 
significativamente al aumento de la producción de O2‐ desencadenado por la estimulación 




























de  PKC  como  la  del  complejo NADPH  oxidasa  son  eventos  necesarios  en  el  proceso  de 
desacople  de  NOSs  en  respuesta  al  tratamiento  con  Ang  II.  Sin  embargo,  no  se  pudo 











































a  la  retención  de  Na+  y  al  aumento  concomitante  de  la  presión  arterial, mientras  que 
reducciones en los niveles de Ang II contribuyen a la eliminación de Na+ y a la disminución 
de la presión arterial. En base a esto se han desarrollado varias estrategias de investigación 







de pacientes hipertensos220‐222. Por otro  lado, están  los modelos de hipertensión  inducida 












En  los modelos  de  hipertensión  inducida  por  el  incremento  en  los  niveles  de  Ang  II;  la 
magnitud y el perfil del aumento de la presión arterial, así como las adaptaciones fisiológicas que 
se producen como consecuencia de dicho aumento, dependen de la cantidad de Ang II producida 
o  infundida. De esta manera,  la administración crónica de dosis de efecto hipertensivo  lento 
(menores a 400 ng/kg/min para  la mayoría de  las especies)  induce un aumento gradual de  la 



























Donde  [Ang  II]  representa  los  niveles  de  Ang  II  (ya  sean  de  formación  endógena  o 
administrados),  [Sal]  es  la  ingesta  de  NaCl  y  "Tiempo"  es  la  duración  del  período 
experimental. Dado que la presión arterial en diferentes modelos crónicos de hipertensión 


















































































































tiempo  experimental  empleado,  ya  que  el  tratamiento  agudo  con  ionóforos  de Na+  por 
























de  tratamiento  y  la  cantidad  de NaCl  en  la  dieta.  Así, mientras  que  en  el  presente  trabajo 























El  presente  Trabajo  de  Tesis  se muestra  por  primera  vez  que  la  infusión  de  dosis 
hipertensivas  lentas de Ang  II durante una  semana, aumentan  la actividad de  la Na+/K+‐
ATPasa en  la RAG medular.  Estos  resultados  son  consistentes  con estudios en el  túbulo 
proximal que demuestran que el tratamiento agudo con Ang II estimula la actividad de este 
transportador279,  280,  y  con  otros  que  muestran  que  elevaciones  crónicas  de  la  Ang  II 
aumentan la actividad de la Na+/K+‐ATPasa en otros tejidos281, 282. 
Hasta  aquí,  los  resultados  presentados  representan  una  clara manifestación  de  los 
efectos ahorradores de Na+ de la Ang II. Sin embargo, después de la primera semana de la 
infusión de Ang II, el modelo progresivamente evoluciona a la 2da fase donde la natriuresis 
inducida por presión  contribuye  a que  se  alcance el balance de Na+.  La  reducción en  la 
retención  de Na+,  produce  una  disminución  en  la  pendiente  de  aumento  de  la  presión 
arterial,  la  cual  finalmente  se  estabiliza38. Así,  cuando  los  efectos  ahorradores  de Na+  y 
vasoconstrictores de la Ang II convergen en elevar la presión arterial en más de 40 mmHg, 
se  produce  una  respuesta  natriurética  compensatoria  que  comienza  en  segmentos 
proximales de la nefrona y llega hasta extremidades gruesas medulares283. Como parte de 
esta  respuesta natriurética,  luego de 2 semanas de  infusión de Ang  II,  la expresión de  la 
Na+/K+‐ATPasa en la franja interna de la médula externa258 disminuye. Esta disminución se 
acompaña  de  una  reducción  en  la  abundancia  proteica  del  NKCC2  así  como  de  su 




su expresión proteica.  La disminución de  la  abundancia del NKCC2  como mecanismo de 
natriuresis por presión se ha demostrado en otros modelos hipertensivos. Por ejemplo,  la 
elevación de la presión arterial en ratas alcanzando niveles de hasta 220 mmHg, mediante la 
infusión  de  altas  dosis  de  noradrenalina  (1000µg/kg/h;  durante  1  semana),  produce  un 
aumento en la diuresis y natriuresis, el cual está acompañado por una reducción dramática 
del NKCC2 en la médula renal284. Finalmente, pasados los 14 días de iniciada la infusión de 













conjunto, estos cambios conducen a una hipertensión denominada  sensible a  la  sal38. Con el 













dosis  de  efecto  hipertensivo  rápido  en  ratas.  Los  ratones  infundidos  con  la  dosis  antedicha 










los  cuales  fueron  infundidos  con 800 ng/kg/min de Ang  II durante una  semana. En este 





de  la presión  arterial  en  los primeros días de  tratamiento  comparadas  con  las hembras 
jóvenes, y un valor de presión arterial intermedio ente las hembras y machos jóvenes al final 
del  estudio;  en  estos  animales  no  se  observaron  cambios  en  la  expresión  del 
transportador288.   









de este  trabajo,  contrastamos  la hipótesis que postula que  la  infusión  crónica de Ang  II 
induce un deterioro en la producción de NO en la RAG. 
Primeramente,  evaluamos  la  expresión  de  la  NOS3  en  la  RAG  medular  mediante 
Western Blotting, hallando que a los 5 días de iniciada la infusión de Ang II la abundancia de 
NOS3 disminuye marcadamente. En simultáneo, la presión arterial se encuentra aumentada, 
por  lo que  se plantea el  interrogante de  si  la  reducción en NOS3 es  consecuencia de  la 
acumulación de  la Ang II o del aumento concomitante en  la presión arterial. La respuesta 
más plausible a esta incógnita se puede hallar en las alteraciones encontradas en el modelo 





modelo,  la expresión de NOS3 disminuye en  igual medida en  la médula del  riñón en el que 
se produjo la constricción de la arteria renal como en el contralateral289, indicando que el origen 
de  la  reducción  en  la  expresión  de  NOS3  es  el  aumento  en  los  niveles  de  Ang  II  y  no  la 
hipertensión.    La  reducción  de  NOS3  en  respuesta  a  Ang  II,  fue  corroborada  en  nuestro 
laboratorio  utilizando  cultivos  primarios  de  RAGs,  en  ausencia  de  presión  arterial,  hipoxia  y 
tensión de corte debida al flujo luminal290. 
En el presente estudio hemos demostrado que la infusión de Ang II disminuye la expresión 










el  tratamiento con concentraciones µM de Ang  II  repercute negativamente en  los niveles de 
ARNm para NOS3295. De manera similar, mientras que la infusión crónica de Ang II en dosis de 
700 ng/kg/min por una semana aumenta  la expresión de NOS3 en  la aorta de ratas Wistar, el 
bloqueo  de  los  receptores  AT1 mediante  la  administración  crónica  de  telmisartan  en  ratas 













respuesta a PIP3 aborda directamente  la actividad de  la NOS3 evitando  la  interacción con 
otros factores. Más importante aún, los resultados de estudios que abordan el mecanismo 
único de esta vía pueden extrapolarse a todos los mediadores río arriba. Por ello, nuestro 
hallazgo que muestra que  la producción de NO mediada por NOS3 disminuye  luego de  la 
infusión de Ang  II, sugiere que  la respuesta a NO de  todos  los activadores de esta vía se 
encuentra afectada. Así, nuestros datos indican que la infusión de Ang II dañaría la capacidad 
de la NOS3 para responder a cualquier estímulo fisiológico que actúe a través de PIP3. 
El paso final en  la activación de  la NOS3 por  la vía de  la PI3K, es  la fosforilación de  la 
enzima en el residuo Ser 1177. Se ha acumulado evidencia que indica que la fosforilación en 
los residuos Thr 495 y Ser 1177 en respuesta a varios estímulos304‐307, incluyendo el bloqueo 
de  los receptores AT1308, 309 es antagónica ya que  la  fosforilación en  la Thr 495 reduce  la 
producción de NO. 
Por  lo  tanto,  se planteó  la hipótesis que postulaba que,  si  la Ang  II daba  lugar a un 
aumento en la fosforilación basal de la enzima en el residuo de Thr 495, la fosforilación en el 
residuo de Ser 1177 en respuesta a PIP3 se encontraría disminuida, tal cual lo demuestran 














Figura 36: Estado de  la vía de  señalización del NO en  la  rama ascendente gruesa, durante  la hipertensión 
inducida por angiotensina (Ang) II. La gráfica muestra la cascada simplificada de señalización del NO. Los cambios 







Ang  II  sobre  la  RAG muestran  una  dependencia  temporal.  Publicaciones  previas,  incluyendo 
algunas de nuestro grupo de  trabajo,  indicaron que el  tratamiento agudo con Ang  II  in vitro, 
estimula la producción de NO en la RAG185, 311. Además, la infusión por vía intravenosa de 200 



















495  de  la  enzima NOS3,  lo  cual  sugiere  que  la  Ang  II  podría  estar  desacoplando  dicha 
isoforma. Por ello, en  la Tercera Parte se decidió estudiar  los efectos agudos de  las Ang II 
sobre la producción de O2‐ por parte de las NOSs.  
Los resultados obtenidos demuestran que el tratamiento de suspensiones de RAGs con 























































estimula  a  la enzima PKCα, que  luego estimula  a  la NADPH oxidasa produciendo un  aumento  inicial en  la 
producción de O2‐. El O2‐ así producido retroalimenta de manera positiva a la PKCα, lo cual potencia la señal Ang 
II/PKCα/NADPH oxidasa/O2‐/PKCα. A partir de entonces se presentan 3 posibles mecanismos de desacople de la 
















En  resumen,  los  resultados  obtenidos  en  la  Tercera  Parte  de  este  Trabajo  de  Tesis 
investigación extienden  los hallazgos de estudios anteriores. Se demostró que  la Ang  II puede 
aumentar la producción de O2‐ en la RAG mediante el desacople de enzimas NOSs, posiblemente 
























Otro ejemplo de  la  relevancia de  la generación de O2‐ en el modelo de hipertensión 
inducida  por  Ang  II,  es  que  la  infusión  del  antioxidante  Tempol  (el  cual  secuestra O2‐), 
previene el aumento en la velocidad de transporte de iones en la RAG durante las infusiones 









estimulación y  las  líneas  terminadas en “T”  inhibición. Las  líneas punteadas  representan mecanismos que no se 
conocen en detalle. La activación del AT1R estimula a la fosfolipasa C (PLC), la cual hidroliza al fosfatidilinositol 4,5‐
difosfato  (PIP2)  generando  diacilglicerol  (DAG)  e  inositol  trisfosfato  (IP3).  El  IP3  difunde  hacia  el  retículo 
endoplásmico liberando Ca2+, mientras que el DAG recluta a la proteína quinasa C (PKC) a la membrana plasmática 
y  junto  con  el  Ca2+  la  activan.  Paralelamente,  la  Ang  II,  actuando  en  a  través  del  AT2R  activa  a  la  enzima 
fosfatidilinositol 3’ quinasa (PI3K), lo que genera fosfatidilinositol (3,4,5)‐trisfosfato (PIP3) y posterior activación de 
la  proteína  kinasa  B  (Akt)  en  un mecanismo mediado  posiblemente  por  la  quinasa  de  tipo  1  dependiente  de 





















Ang  II,  el  transporte  neto  y  la  velocidad  de  la Na+/K+‐ATPasa  aumentan  en  la  RAG.  Sin 
embargo, este aumento no es consecuencia de una activación directa por parte de la Ang II 









sensibilidad  a  la  sal. Así,  los mecanismos  fisiopatológicos de  la HTA  inducida por Ang  II, 






































el  glomérulo,  y  es  fundamental  en  la  generación del  gradiente osmótico necesario para 


























entrada  apical de Na+  a  través del NKCC2  y no por  cambios en  la  abundancia o parámetros 




NO es un  importante  intermediario natriurético que actúa  inhibiendo  la entrada apical de Na+ 
mediada por el transportador NKCC2. Se demostró que la infusión de Ang II reduce la expresión 















posiblemente  por  un  desbalance  entre  la  producción  de  NO  y  O2‐  que  impactaría 
negativamente  sobre  los efectos de  intermediarios natriuréticos.  El  conocimiento de  los 
mecanismos que afectan la reabsorción de Na+ en este segmento es primordial para trazar 
estrategias tendientes a prevenir y controlas la HTA sensible a la sal. Los resultados de este 
Trabajo de  Tesis  refuerzan  la  idea de  reducir  el  consumo de Na+  en  grupos  etarios que 
naturalmente poseen un elevado transporte neto en  la RAG. Los efectos positivos de una 
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